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 เช้ือเอสเชอริเชีย โคไล สายพนัธ์ุ KJ122 ไดถู้กดดัแปลงพนัธุกรรมเพื่อใหส้ามารถผลิตซั กซิเนตใน
ระดบัความเขม้ขน้ และ ผลได้ท่ีสูงในอาหารเล้ียงเช้ืออยา่งง่ายท่ีมีกลูโคส ภายใตส้ภาวะการหมกัแบบไร้
ออกซิเจนอยา่งง่าย อยา่งไรก็ตามสายพนัธ์ุน้ีไม่สามารถใชน้ ้าตาลซูโครสอยา่งมีประสิทธิภาพเน่ืองจากการ
ยบัย ั้งกระบวนการสลาย ดงันั้นเพื่อท่ีจะเพิ่มประสิทธิภาพการใชน้ ้าตาลซูโครสของสายพนัธ์ุ KJ122 ยนีท่ี
สร้างเอนไซมส์ลายซูโครส (cscA and cscKB) ท่ีมีส่วนของโปรโมเตอร์ของเช้ืออีโคไลสายพนัธ์ุ  B ซ่ึง
ความสามารถในการใชน้ ้าตาลซูโครสไดต้ามธรรมชาติถูกโคลนและแสดงออกในอีโคไลสายพนัธ์ุ KJ122 
โดยท่ีสายพนัธ์ุ KJ122 ท่ีมีพลาสมิดลูกผสมท่ีช่ือวา่ pKJSUC อยูจ่ะถูกคดัเลือกการใชน้ ้าตาลซูโครสอยา่งมี
ประสิทธิภาพในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Phenol Red ท่ีมีน ้าตาลซูโครสผสมอยูท่ ั้งอาหาร เล้ียงเช้ือแบบเหลว 
และอาหารเล้ียงเช้ือ แบบอาหารวุน้ โคลนท่ีไดส้ามารถแสดงอาณาเขตโคโลนีสีเหลือง ใสท่ีใหญ่กวา่เม่ือ
เทียบกบัสายพนัธ์ุ KJ122 ท่ีไม่มีพลาสมิดลูกผสมอยูบ่นอาหารเล้ียงเช้ือแบบวุน้ และยงัแสดงความสามารถ
ในการเจริญ และการสร้างกรดอยา่งร วดเร็วในอาหาร เล้ียงเ ช้ือแบบเหลวหลงัจากการท าววิฒันาการของ
กระบวนการสร้างและสลาย สายพนัธ์ุ KJ122-pKJSUC สามารถใชน้ ้าตาลซูโครสอยา่งมีประสิทธิภาพใน
การผลิตกรดซกัซินิก ท่ีมีความเขม้ขน้สูงโดยมีการสะสมของผลิตภณัฑอ์นัไม่พึงประสงค์ ในระดบัต ่า ใน
อาหารเล้ียงเช้ือแบบ AM1 อาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลวชนิด ท่ีมีความเขม้ขน้เหมาะสม ท่ี 70 กรัมต่อลิตรของ
น ้าตาลซูโครสใหก้รดซกัซินิกท่ีความเขม้ขน้ 50.52 ± 1.8 กรัมต่อลิตร  (ผลิตผล 1.05 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง)  ในขวดเล้ียงเช้ือขนาด 500 มิลลิลิตร ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน  และท่ีความเขม้ขน้ 46.59 ± 1.23 
กรัมต่อลิตร (ผลิตผล 0.97 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง)  ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 10 ลิตร ภายในเวลา  48 
ชัว่โมง อยา่งไรก็ตาม พบวา่ยาปฏิชีวนะไม่มีผลกระทบต่อการผลิต กรดซกัซินิก จากเช้ือสายพนัธ์ุ KJ122-
pKJSUC ภายใตส้ภาวะการหมกัแบบกะ นอกจากนั้นกรดซกัซินิกถูกผลิตท่ีความเขม้ขน้ 47.69 ± 3.94 กรัม
ต่อลิตร (ผลิตผล 0.99 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) จากกากน ้าตาลออ้ย 150 กรัมต่อลิตร ในขวดเล้ียงเช้ือขนาด
เล็กภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน ในเวลา  48 ชัว่โมง จากการเพิ่มขนาดการหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 
10 ลิตรพบวา่กรดซกัซินิกถูกผลิตข้ึนท่ีความเข้ มขน้  35.14 ± 7.53 กรัมต่อลิตร  และ 65.01 ± 0.64 กรัมต่อ
ลิตร ภายในเวลา  48 และ 96 ชัว่โมง  ตามล าดบั จากผลการทดลอง ดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่เช้ืออีโคไล  
KJ122-pKJSUC น่าจะเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีศกัยภาพในการผลิต กรดซกัซินิกจากน ้าตาลซูโครส  และ
กากน ้าตาลออ้ยท่ีมีความคุม้ค่าทางเศรษฐกิจ 
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Escherichia coli KJ122 was engineered to produce high titer and yield of succinate 
in mineral salt medium containing glucose under simple-batch anaerobic conditions. 
However, this strain does not efficiently utilize sucrose due to catabolic repression. To 
enhance the sucrose utilization of KJ122, sucrose utilizing genes (cscA and cscKB) 
containing their native promoters from E. coli B, which is able to naturally utilize sucrose, 
were cloned and functionally expressed in KJ122. The transformants harboring a 
recombinant plasmid named pKJSUC were selected for the efficient sucrose utilization on 
the phenol red agar and broth supplemented with sucrose. The clones exhibited a larger 
clear yellow zone on the agar compared to KJ122 without the plasmid, and showed a high 
ability in fast growth and acid production in cultivation broth. After performing metabolic 
evolution, KJ122-pKJSUC efficiently consumed sucrose to produce high succinate 
concentration with less accumulation of by-products in AM1 medium. The optimal 
concentration of sucrose at 70 g/L could produce succinate at 50.52 ± 1.80 g/L (productivity 
at 1.05 g/L/h) in 500 mL small anaerobic bottles and at 46.59 ± 1.23 g/L (productivity at 
0.97 g/L/h) in 10 L bioreactor within 48 hours. In addition, it was found that antibiotics had 
no effects on succinate production by KJ122-pKJSUC under batch conditions. Succinate at 
concentration of 47.69 ± 3.94 g/L (productivity at 0.99 g/L/h) was produced from 150 g/L 
molasses in a small anaerobic bottle after 48 hours. In 10 L bioreactor, succinate at 
concentration of 35.14 ± 7.53 g/L (0.73 g/L/h) and 65.01 ± 0.64 g/L (0.67 g/L/h) was 
produced within 48 hours and 96 hours, respectively. These results demonstrated that 
KJ122-pKJSUC would be a potential strain for the economic bio-based succinate 
production from sucrose and sugar cane molasses.    
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